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1. Bevezetés

A vékonybél esddleges feladata a szervezet szdmara fontos
tapanyagok és viz felvétele, valamint az oralisan bejutatott
vegylletek biotranszformacidja. Nagyon sokaig a tudomany a méjat
tekintette a metabolizalé szervnek, de ma mér tudjuk, hogy mas
szervek is fontos szerepet tOltenek be a vegylletek
ordlisan bejutatott vegyuletek a gyomor-bél traktusba jutva
felszivodhatnak, a vena portea-n athaladé ver szallitasaval
bekerlilnek a majba, innen pedig az aktiv formak belépnek a
szisztémas keringésbe és a vérarammal a hatas helyére szallitodnak.
A terapids hatast a bejuttatott vegyiletek egy hanyada tudja csak
kifejteni, a tobbi kivalasztodik a szervezetbdl az epével, a vizelettel,
ezt nevezzuk first-pass effektusnak. A vegyileteknek az
szamos transzporter vesz részt, esetiinkben a Pg-nek valamint a
MRP2-nek van jelentds szerepe.

A vegyiletek biotranszformécidja soran lezajlo kémiai folyamatokat
(oxidacios és konjugacios reakciok) enzimcsaladok katalizaljak. A
folyamatokban négy fontosabb enzimcsalad vesz részt, jelen doktori
tézisben a konjugacios reakciokat katalizalo UGT, illetve a SULT
enzimek aktivitisara tértink ki. Az UGT és a SULT enzimcsalad
tagjai a m4j, a bélfal epithél sejtek, illetve néhany extrahepatikus
szovet endoplaszmatikus reticulum membranjaban, illetve a sejtek
citoszoljaban lokaliz&loédnak és a reaktiv metabolitok és vegyuletek
semlegesitésében jatszanak f6 szerepet. A képz6dott konjugatumok
polaris, vizben jol oldddoé vegyiletek, megndvekedett tdmeglk miatt
nehezebben kotddnek a  fehérjékhez, ezaltal konnyebben
exkretalodnak a szervezetbol.



A hiperglikémia és a diabétesz a szervezet azon koros allapota,
amely szamos élettani funkcié megvaltozésat vonja maga utan,
érintve a szervezet gliikéz felvételét és felhasznalasat, a hormonalis
valtozasokat, a protein szintézist, az enzimek mennyiségét és
miikodését, ezaltal mddosithatja a farmakonok farmakokinetikajat.

2. Célkituzések

A hiperglikémia és a diabétesz a fold lakossdganak nagy hanyadat
érinti, szamos élettani szempontbol fontos reakciokat befolyasol. Az
ibuprofént  (IBP) sok  cukorbetegségben szenvedd  beteg
alkalmazhatja kiilonb6z6 eredetii fajdalmak enyhitésére. Emiatt
fontosnak tartjuk ezen koros allapot hatasanak vizsgalatat a vegyulet

eliminécidjaban, ugyanis errdl még nincs elégséges informacionk. A

p-nitrofenolt (PNP) azért valasztottuk a vizsgalat targyaul, mert

korabban vizsgaltuk a vegydlet intesztinalis metabolizmusat hasonld
korulmények kozott.

Osszefoglalva az elmondottakat, a vizsgalataink soran a kovetkezo

célokat tuztuk ki:

v RP-HPLC-UV-Vis analitikai modszer fejlesztése az IBP
azonositasara és mennyiségi meghatarozasara patkany vekonybél
perfuzatumban,

v" RP-HPLC-UV-Vis analitikai modszer kidolgozasa az IBP és
IBP-B-D-G azonositasara és mennyiségi meghatarozasara
patkany epemintakban,

v' A vékonybél és a maj first-pass effektusban betoltott szerepének
vizsgalata ibuprofén per os adagolasahoz hasonlo intesztinalis
perf(zid soran, in vivo allatkisérletekben,

v A Kkisérletes diabétesz hatasa a vékonybél és a maj eliminacids
tevékenységére in vivo allatkisérletekben, valamint

v A vékonybél és maj eliminacidban betoltdtt szerepének
0sszehasonlitasa az ibuprofén és a p-nitrofenol eseteben.



3. Vizsgélati modszerek

Az allatkisérleteinket 250-300g sulya, him Wistar patkanyokon
végeztiik. Az Aallatokat a kisérlet megkezdése eldtt uretdnnal
narkotizaltuk. A hasfalat a kdzépvonal mentén felnyitottuk és a
jejundlis szegmentumot kb. 10 cm hosszusagban kanulaltuk. Ezt a
szakaszt 37 °C-ra melegitett izotonids oldattal jol atoblitettik,
melynek maradékat levegd befuvasaval tavolitottuk el. Az izolalt
jejundlis szakaszt mindkét oldalan bemetszettik, majd mindkét
oldalra mtianyag csovet helyeztiink és rogzitettiik. Ezen kaniilokon
keresztiil, recirkulaciés modszert alkalmazva, a béllumennen
ataramoltattuk az izoténias oldatot, ami 250 UM ibuprofént, illetve
500 uM PNP-t tartalmazott. Az oldat aramlasi sebessége 13 ml/perc
volt. A vizsgalat id6tartama 90 perc volt. Az izolalt bélszakaszbol
kiaraml6 perfuzios médiumbol meghatarozott idépontokban mintat
gyujtottiink. A kisérlet alatt biztositottuk a normal ¢lettani
funkcidhoz szlikséges kortilményeket.

A biliaris exkrécio vizsgalatahoz az epevezetéket egy milanyagesével
kantilaltuk ¢és a kifolyd epét 15 perces iddintervallumokban
gyijtottik.

Az allatkisérletek alatt begylijtott mintdkat az analitikai vizsgéalatok
megkezdéséig a fagyasztdban taroltuk.

A Kisérletes diabéteszt citrat pufferban frissen oldott sztreptozotocin
(STZ) i.v. beadasaval valtottuk ki. A kisérleteket az STZ beadasat
kovetd 7. napon végeztiik. A vércukor szintet, illetve a hiperglikémia
kialakulasat Accu-Chek® (Roche) digitalis  vércukormérdvel
ellendriztik.

Madszer | és Modszer 1l - Az ibuprofén és képzddott metabolitjanak
kromatografias elvalasztasa és mennyiségi meghatarozésa integralt
Agilent 1100 Series HPLC  készilékkel tortént, amely
oldoszertarolobol, gaztalanitobdl, kvaterner pumpabdl, automata
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mintadagoldébol, injektorbol, termosztalhaté oszloprészbdl valamint
UV-detektorbdl all. Az analitikai vizsgélat soran Zorbax SB C18 (4.6
mm x 150 mm, 5 um) kolonnat, a bioldgiai mintakbol szarmazé
esetleges szennyezGdések kivédése céljabol Teknokroma TR-C-
160K 1 el6tétoszlopot alkalmaztunk.

Maodszer 111 - A PNP és metabolitjainak kromatogréafias szeparalasa
és mennyiségi meghatarozasa Nucleosil 100 forditott fazisu C18
kolonnan (250 mm x 4.6 mm, 10 um részecskeméret) és TR-C-
160K1 el6tét oszlopon vald ataramoltatassal tortént. A késziilék a
kovetkezd egységekbdl épiil fel: Varian 2010 pumpa, Rheodyne
77251 injector, UV - Detector 308 detektor, PowerChrom 280
adatgyiijté. Az UV-Vis mérésekhez Pye Unicam (Philips) PU 8800
UV-Vis spektrofotométert hasznaltunk.

A szignifikancia kiszamitasara a Student féle t-tesztet alkalmaztuk. A
szignifikansnak bizonyulo eltérés jeldlése * p < 0,05, ** p < 0,01
maodon tortént.

4. Eredmények, kovetkeztetések

4.1. A HPLC-UV-Vis kromatografids modszer kifejlesztése és
validaladsa vékonybélperfuzatum (Mdédszer 1) és epemintak
(Mddszer 11) analizise céljabol. A vékonybél perfuzidja soran
begylijtott mintak analizisére egy RP-HPLC-UV-Vis kromatografias
eljarast fejlesztettiink ki, amely alkalmas volt a racém IBP és a DICL
(mint belsd standard) szeparaldsara €s mennyis€égi meghatarozasara
(Médszer 1). A vékonybél és maj egyidejli eliminacios
tevekenysegének a vizsgalata és Osszahasonlitasa szempontjabdl a
Kisérlet soran vett epemintakat is vizsgaltuk. Az epemintak
analizisére a Mddszer | nem bizonyult alkalmasnak, igy
kifejlesztettuk a Maodszer 11-t. A Kkifejleszett kromatogréafias
modszerek validalasahoz a kovetkezd paramétereket vizsgaltuk:
specificitds, a linearitds, a pontossag, a rendszeralkalmassag, a
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legkisebb  kimutathaté hatdr és a legkisebb mennyiségileg
meghatarozhatd értékekek.

A szelektivitas paraméter vizsgalata soran a vegyuletek jol szétvaltak
egymastdl, semmilyen zavaré jelet nem észleltink a kérdéses
id6intervallumban a bioldgiai mintakban (bél és epe). A retencids
1dok a kovetkezOképpen alakultak: bélperfuzatumban az IBP tr 6,11
perc, mig a DICL tg 5,21 perc, az epében pedig 10,92 perc illetve
10,08 perc. Ami a IBP-glukuronidot illeti, a konjugatumot csak az
epében sikertilt azonositani, ahol a tr 4,74 perc.

A Modszer | linearitds vizsgalathoz ismert koncentracioju I1BP és
DICL oldatsorozatot készitettlink, ahol a vegyileteket a kontroll
bélperfuzadtumban oldottuk 5-250 uM koncentracios tartomanyban. A
Mddszer 11 sordn az IBP, IBP-G és DICL kontroll epében oldottuk
7,5-150 uM koncentracids tartomanyban. A kalibraciés egyenest a
relativ csucs alatti terlileteknek az ismert vegyilet koncentracio
fliggvényében valo abrazolasabdl kaptuk. A kalibracidés egyenes
ibuprofénre a perfuzatumban y = 0,0092x + 0,1131 (R°=0,9942), mig
az epében IBP-re y = 0,0062x + 0,0013 (R?*=1,000), az IBP-G pedig
y = 0,0049x-0,0008 (R? = 0,9999).

A Mobdszer | pontossag paraméter vizsgalata a napon belili
ismételhetéség valamint a napok kozotti reprodukalhatdsag
meghatarozasasval jellemeztik. A retenciés id6 RSD % értéke 0,53-
0,67 és a gorbe alatti teriilet RSD % értéke 3,20-12,91. A napok
kozotti ismételhetdség meghatarozasa alapjan a tx RSD % eértekei a
1,83-2,17 tartomanyba, mig a csucs alatti terliletek RSD % értékei a
1,58-10,40 tartoméanyba estek. A modszer Il alapjan az IBP tr napok
esetén a 0,22-1,08 RSD % intervallumba, mig a csucs alatti tertiletek
hasonld értékei a 3,79-8,76 RSD % intervallumba estek. Az IBP-G
esetén a tg hasonlo értéke az 1,05-2,45 RSD % intervallumba, mig a

gorbe alatti tertileteké a 4,68-8,33 RSD % intervallumba estek.
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A rendszeralkalmassidganak adatait a kontroll vékonybélben és a
kontroll epében oldott ibuprofén és ibuprofén-p-D-G standard
oldatok kromatogramjaibdl szdrmaztattuk.

A legkisebb kimutathato értéket, LOD=3¥RMSE/ ~ valamint a

meghatarozasi hatart, LOQzloxRMSE/m képletek segitségével,
gyakorlatilag hataroztuk meg. Ezen szamitasok alapjan a
vekonybélperfuzatumban az ibuprofénre kapott LOD 0,15 puM, mig
az LOQ 0,51 puM. Az epében az IBP LOD koncentracié 1,33 puM, az
LOQ 4,42 uM, mig az IBP-G-ra a LOD koncentracio 3,09 uM, a
LOQ koncentrécié 10,3 uM.

A kapott eredmények alapjan a kidolgozott RP-HPLC-UV-Vis
vizsgélati modszer alkalmas nagyszamu bioldgiai minta vizsgalatara,
szelektiv, pontos, konnyen és gyorsan kivitelezhetd. Alkalmas
egyidében tobbfajta vegyiilet IBP, IBP-B-D-G és DICL azonositasara
¢s mennyiségi meghatarozasara, mind a vékonybél lumenbdl
szarmazo mintdk, mint az epébdl begyljtott mintdk analizise
esetében.

4.2. A vékonybél first-pass effektusban betdltott szerepe az
ibuprofén per os adagolasa soran. Az Aallatkisérletek soran
begylijtott mintakat a Kifejlesztett és validalt Modszer |
kromatogréfias eljarassal analizaltuk. A kapott eredményeket
abrazolva megkaptuk az IBP eltinésének gorbéjét, mely azt mutatja,
hogy a vegyulet mennyisége majdnem minden meérési idépontban
kevesebb a kontroll csoportban a hiperglikémias allatcsoporthoz
képest. Ez a kilonbség a kisérlet vege fele statisztikai szempontbol
szignifikanssa nétte ki magat, a 75. percben *p < 0,05, mig az utolsé
mintavételi idépontban *p < 0,01 eltérést mutatott a két vizsgalatnak
alavetett csoport kozott. Az ibuprofén mennyisége az utolsé
idépontban vett mintdkban kozelit a kimutathatosagi hatar felé. Ez a
mennyiségbeli csokkenés lehet a vegyulet felszivodasanak vagy
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metabolizmusanak  kOvetkezménye, ugyanis a szakirodalom
bbvelkedik olyan kozleményekben, melyek a gasztrointesztinalis
rendszer szintjén expresszalodd UGT és SULT enzimek
azonositasaval foglalkoznak. Szadmos enzim expresszalodik itt,
illetve kordbban mar észleltek intesztinalis biotranszforméaciot mas
vegylletek esetében. Az ibuprofén nagymértékii eltiinésé miatt
szamitottunk  glikuronsavas  konjugdtum  megjelenésére a
perfuzatumban, de mindezek ismeretében jelen kisérleti koriilmények
mellett nem sikerult a bélperfuzatum mintaibol semmilyen konjugalt
metabolitot azonositani. Egy korabbi kdzleményiinkben, ahol a PNP
farmakokinetikdjanak modosulasat vizsgéltuk hasonld  Kisérleti
kortilmények mellett sikertlt konjugalt metabolitokat (glikuronidot
illetve szulfatkonjugadtumot) azonositanunk a beélperfuzatumok
analizise soran. Ennek a farmakokinetikaban észlelt kilénbségnek
tobbféle magyarazata is lehetséges: el6fordulhat, hogy a
glukuronsavas konjugaciot mas UGT csaladdok tagjai katalizaljak
vagy, hogy a képzd6dott metabolitok stabilitdsa kiilonb6zd, emiatt a
bélrendszerben jelenlévé  gliikkuroniddz  enzimek  kiilonb6z6
mértékben hidrolizaljak éket.

4.3. A maj elimindcids tevékenységének viszgalata az ibuprofén
és a konjugativ metabolitjanak megjelenése az epében a
kezeletlen és a Kisérletes diabétesz es allatok esetében. Az
allatkisérletek soran begylijtott mintdkat a Modszer II analitikai
eljarassal vizsgaltuk, a kapott adatok alapjan €és az egyenes
egyenletébdl kiszamoltuk az IBP valamint a konjugalt metabolit,
IBP-G koncentraciojat és kumulativ exkrécidjat a két vizsgalatnak
alavetett csoportban. Mindkeét vegyulet, az ibuprofen és a konjugélt
metabolitja is kivalasztodik az epével. Mind az &t nem alakult
ibuprofén, mind a konjugativ metabolitjanak exkrécioja az epébe
csokkent a hiperglikémia hatasara (IBP esetében * p < 0,01 mig a

IBP-G esetében *p < 0,05). A kisérletek alatt azt is megfigyeltik,
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hogy a glikuronid jéval nagyobb mennyiségben uriil az epével, mint
maga az at nem alakult ibuprofén.

4.4. A vékonybél és maj eliminacioban betdltétt szerepe a p-
nitrofenol esetében. Az allatkisérletek alatt begyiijtott mintak
analizise a Modszer III alkalmazasaval tortént. A kisérlet idétartama
alatt a PNP kezdeti koncentracidja a vékonybeélperfuzatumban
fokozatosan csokken. A PNP-nek a perfuzatumbdl torténéd
eltinésének értékei kozotti kilonbség azonban nem bizonyult
statisztikailag szignifikansnak a két csoport kozétt. A PNP a kisérleti
idGintervallum alatt nagy mennyiségben metabolizalédott. A PNP és
a képzdédott metabolitok az epével valasztodnak ki, nagyobb
mennyiségben figyelheté meg a PNP-G exkrécidja, kisebb
mertékben pedig a PNP-S-é. A kisérleti id6intervallum alatt a
kontroll csoport nagyobb mértékben (riti a PNP-G-t és a PNP-S-t,
mint a kisérleti diabéteszben szenved?d allatcsoport.

4.5. A hiperglikémia hatdsa a first-pass effektusban résztvevé
fobb szervek, bél és maj eliminacios tevékenységére a p-
nitrofenol és ibuprofén anyagok per os adagolasa soran:
Kisérleteinkhez két csoportb6l valasztottunk vegyileteket, az 2-
arilpropionsav szarmazékok kozil az ibuprofént (nem szteroid
gyulladascsokkentd), mig a fenolok csoportjabol a p-nitrofenolt.

A disszertacidban igyekeztem bemutatni a kisérletes diabétesz és a
hiperglikémia ezen 0sszetett folyamatokra gyakorolt hatasat a
vegyiiletek peroralis adagolasat modellezd kisérleteink sordn.

A hiperglikémias allapot negativan befolyasolta a vizsgalatnak
alavetett vegyiiletek eliminaciojat a bélperfuzatumban. Diabetikus
allapotban csokken a vékonybélben a P-gp mennyisege, melynek
kovetkezménye, hogy a vegyliletek effluxja a sejtekbdl csorbul,
ezaltal felszivodasuk fokozodik a vékonybélbol. Ezen transzporter
mennyisége a vékonybél szintjén is kiillonbozo értékeket mutat. Ezen

informéacidk ismeretében arra szamitottunk, hogy hiperglikémia
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hatasara fokozodik majd a vegyiiletek eltiinése a bélperfuzatumbol,
jobb lesz a felszivodasuk a vékonybélbdl. A vegyiiletek gyengén
savas tulajdonsagabol adodoan el6fordulhat, hogy fiziolOgias
kortlmeények kozott transzporterek segitsege nélkil képesek atjutni a
sejteken és a P-gp expressziojanak csokkenése nem befolyasolja
jelentdsen a vegyiiletek farmakokinetikéjat a vékonybél szintjén.

A hiperglikémia hatésa a vegytiletek biliaris kivalasztodasara negativ
hatassal volt. Ez a kéros allapot csokkentette mind a glukuronid-,
mind a szulfat-konjugatum 0rilését az epevel mindkét altalunk
vizsgélt vegyulet esetében. De nem csak a metabolitok, hanem az
anyavegylletek (PNP és IBP) exkrécidja is csokkend tendenciat
mutatott a kisérletes diabétesz hatéséra. Az Altalunk tapasztalt
exkrécioban 1étrejové valtozasokat az exportot végzé fehérjék
mennyiségének  valtozadsaval magyarazhatjuk. Hiperglikémias
allapotban csokken a P-gp (P-glikoprotein), és a MRP2 (2-multidrog
rezisztens fehérje) expresszidja a majsejtekben, melynek
kovetkeztében a vegyliletek exkrécigja a szovetekbdl, sejtekbdl a
vérbe lecsokken, igy kevesebb vegyllet valasztodik ki az epébe,
illetve a vékonybélbe. A gliikuronsavval torténé konjugacids reakcid
STZ-vel valo elokezelést kdvetden fokozott glilkuronid képzodést
eredményezett a hepatocitdkban. Hiperglikémidban és kisérletes
diabéteszben a glikdz felhasznalas az inzulin inszenzitiv Gtvonalon
torténik, melynek kovetkeztében szamos a szervezet szamara
Iétfontossagu folyamat mddosul. llyenkor egy tébblépéses folyamat
kovetkeztében az UDP-gluk6zbol dehidrogendz enzim hatdsara
UDPGA képzddik, emiatt a megndvekedett mennyiségii glilkoronsav
kinalat miatt es az UGT enzimek jelenlétében fokozddhat a sejtekben
a konjugécios reakcio lejatszodésa.

Mindezek alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a hiperglikémia
illetve a Kisérletes diabétesz képes modositani a vegyuletek

farmakokinetikajat.
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5. Eredmények 0sszefoglalasa

v A kifejlesztett HPLC-UV-Vis analitikai modszerek (Madszer |,
illetve Modszer 11) szelektivek, pontosak, alkalmasak nagy
mennyiségli bioldgiai minta vizsgalatara, illetve a vegyiiletek,
IBP, IBP-B-D-G, illetve a DICL (bels6 standard) gyors, pontos,
egyidejii azonositasara és mennyiségi meghatarozasara.

v' Az STZ-kezelés altal 1étrehozott kisérletes diabétesz lehetéséget
biztosit a diabétesz &ltal okozott biotranszformécios és
transzport-folyamatok valtozasainak tanulmanyozésara

v' Az alkalmazott kisérleti protokoll segitségével egyidejiileg
vizsgalhatok a vékonybél és a maj biotranszforméacids és
transzport-folyamatai

v" A hiperglikémias allapot negativan befolyasolja mind az IBP,
mind a PNP eltiinését a béllumenbdl.

v Az ibuprofén viszgalata sordn sem ibuprofén-gliikuronidot, sem
mas ibuprofén metabolitot nem sikerilt kimutatni és azonositani
a vékonybél-perfuzatumbol jelen kisérleti korilmények kozott.

v A majsejtekben az ibuprofén UGT enzimek altal katalizalt
biotraszforméacidja eredményeképpen IBP-G keletkezik; a
vegyllet glukuronsavas konjugécidban vesz reszt, a képz6dott
metabolit az epével kivalasztodik.

v' A hiperglikémias allapot statisztikai szempontbol jelentésen
csokkenti mind az IBP es keletkez6 konjugalt metabolitjanak
mind a PNP ¢és a képz6dott metabilitjainak biliaris
kivalasztodasat.

v" A PNP vizsgalata soran a vékonybélperfuzatum mintaib6l PNP-G
és PNP-S metabolitok voltak azonosithatok.

v' Az STZ-kezelés altal létrehozott kisérletes diabétesz befolyassal
bir a PNP, illetve az IBP biotranszformaciés és transzport-
folyamataira.
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6. Kdszonetnyilvanitas

Kdszonettel tartozom Dr. Perjési Pal professzor urnak, program- és
korabbi témavezetomnek, aki mindvégig tamogatott €s batoritott,
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